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The culture methods (ISO 11202-1) were compared to 3M Molecular detection system (MDS) for Listeria monocytogenes 
from enrichment cultures of various types of artificially inoculated ready to eat (RTE) foods. The MDS assay was evaluated 
in 12 types of spiked samples, including meat, fish, sprouts, and dairy products for L. monocytogenes. The MDS assay also 
evaluated in inoculate ground beef samples. Beef samples contamination levels is 0.66 most probable number (MPN)/g were 
used for recovery study. Twenty test portions (5g) of the contaminated beef were pre-enriched, and MDS assay and the 
culture method (ISO 11290-1) was used thereafter. An excellent agreement was obtained for the results of MDS assay and 
culture method, which suggests that the MDS assay is a reliable and useful method for rapid screening of L. monocytogenes 
contamination.
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緒　言
Listeria monocytogenesは，人獣共通感染症として知
られている食中毒菌であり，欧米諸国では1980年代に
食品を介した集団感染事例が数多く報告されてきた．
我が国においても，2001年のナチュラルチーズを原因
食とした集団食中毒事例が報告されており，食中毒起
因菌として注目されている1）．本菌は低温での増殖が
可能であり，特に市販食品において，非加熱でそのま
ま喫する「ready-to-eat」食品では，その汚染防除が重
要視されている．実際，国内流通の食品の汚染率とし
ても，市販の加熱用食肉からは20～40％の汚染が見
られ，国内流通食品魚介類やその加工品においても10
～30％の高い汚染率が一部の加工品目について得ら
れており，食品の汚染率は欧米と大差ないことが報告
されている2）．
L. monocytogenesの培養法による検出では，ISO 
11290-1を用いた場合，４～６日の時間を必要とす
る3）．本法では，酵素基質培地と抗原抗体反応による
検出を組み合わせて判定されるため，FDA/BAM4）と
比較して判定者の経験は軽減されるものの，培養時間
を24時間もしくは48時間とするため，検出時間の短縮
には至らない．検出時間短縮のために，遺伝子学的手
法を用いたL. monocytogenesの検出法がこれまで開発
されてきた．例えば，Real-Time PCR法に代表される
ように，蛍光色素で標識した一本鎖DNAプローブを
PCR反応の特異的増幅領域内に設計することにより，
電気泳動なしでの直接検出を可能にした検出系を応用
した検出法が報告されている5）．また，SYBR Greenな
どds-DNAに直接インターカレートする蛍光物質を用
いて，遺伝子増幅の増加量をモニタリングする直接検
出法も開発されている6）．さらにはPCRのように遺伝
子増幅時の温度変化を必要としない，等温遺伝子増幅
が可能なLAMP法なども検出法として報告されてい
る7）．このように遺伝子検出の自動化を可能とする技
術の普及により，特に食中毒菌の検出においてはその
キット化が進み始めてきた．
近年，Molecular Detection System（３Ｍヘルスケア；
以下，MDS）と呼ばれる，等温遺伝子増幅法である
LAMP法とATP検出法による発光検出系を組み合わせ
ることにより遺伝子増幅産物を直接検出可能な遺伝子
検査システムが開発された．MDSでは，遺伝子増幅
された際に出現するピロリン酸塩および 3’ ホスフォ
アデノシン-5’ ホスフォ硫酸をATPスルフリラーゼで
の付加反応によりATPを産生させ，これをルシフェ
ラーゼにより発光検出する（図１）ことにより，特定
遺伝子の検出を行っている．本技術は，LAMP法を活
用しているため増幅反応が比較的早く行われるという
優位点に加え，発光検出のため励起光源を必要とせ
ず，検出機器の省スペース化を可能とするという利点
がある．また，一般に蛍光よりも発光検出の方が高感
度であるということも，優位点のひとつである．しか
し，現在，MDSのL. mocytogenes検出キットの評価試
験については具体的な報告例がなく，Listeria属検出
キットについては製造環境中のスポンジによるサンプ
リングについて，その優位性の結果が報告されている
ものの8），実際の食品，特にReady-to-eat食品からの検
出評価試験結果や，その検出感度についての報告はな
い．
本研究では，3M MDSのL．monocytogenes検出キッ
トを用いて，日本の小売店舗で販売されているReady-
to-eat食品からの検出評価試験を試みた．また，挽肉
を用いて低濃度汚染を想定した場合の検出率につい
図 1 ．MDS法を用いた遺伝子増幅産物の検出原理
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て，3M MDS専用培地とその他の培地を活用した場合
においての検出率についても比較を行った．
実験材料および方法
1 ．供試菌および供試食材と接種菌数の確認
供試菌は，L. monocytogenes ATCC49594株を用い，
Trypticase Soy Broth（TSB，Difco） に 0.6% の Yeast 
extractを加えたもの（以下TSBYE）にて35℃，24時間
培養後 ,実験に供した．供試食材は，小売店舗で市販
されているReady-to-eat食品（表１）および牛挽肉を購
入し，これを以下の実験に用いた．L. monocytogenesの
前培養液は滅菌リン酸緩衝溶液を用いて10倍段階希釈
し，この希釈液をTripticase Soy Agar（TSA; Difco）に
0.6% Yeast extractを加えた寒天平板（以下，TSAYE）
に塗抹し培養した．35±1℃24時間培養後に発育集落
数を計測し，L. monocytogenesの菌数を求めた．
2 ．牛挽肉からのL. monocytogenes 検出感度試験
牛挽肉からのL. monocytogenesの検出感度を求める
ため，Fraser培地（３M）もしくは牛挽肉加Fraser培養
液からの検出感度を求めた．Fraser培養液は９mLず
つ試験管に分注した．また，別途牛挽肉25 gをFraser
培地225 mLに加え35℃で１昼夜培養した液を作成
し，これを牛挽肉加Fraser培養液として９mLずつ試
験管に分注した．この２つの系に， 1．で作成したL. 
monocytogenes前培養液を，Fraser培養液もしくは牛挽
肉加Fraser培養液を用いて10倍段階希釈し，それぞれ
100 CFU/mL（１～９CFU/mL）となるまで希釈した．
各々の菌液各20 µLをMDSによる核酸抽出法に供し，
その抽出液をMDSによる遺伝子検出に供した．
3 ．Ready-to-eat食品からのMDSによる検出評価試験
前培養したL. moncytogenes菌液を滅菌リン酸緩衝溶
液にて10倍段階希釈し，それぞれ101 CFU/mLとなる
よう調製した．調製した菌液0.1 mLを表１に示した供
試食材25 gに接種し，直ちに評価試験に供した．
評価試験は，培養法では ISO11290-1に従って検出し
た．MDS法では，ISO11290-1でのDemi-Fraser培地に
よる増菌過程で24時間培養後の菌液を20 µL，さらに
Fraser培地による２次増菌過程で24時間培養後の菌液，
それぞれ各20 µLをMDSによる核酸抽出法に供した．
これらの抽出液をMDSによる遺伝子検出に供し，培
養法 ISO11290-1の結果とMDSによる結果を比較した．
4 ．低濃度接種区における検出感度試験と前培養培地
間比較試験
培地間比較試験を行うため，低接種区（１検体25 g
あたり１細胞以下）の牛挽肉検体を作成し，検出率の
比較を試みた（図２）．前培養したL. moncytogenesは
滅菌リン酸緩衝溶液を用いて10倍段階希釈し，およそ
101 CFU/mLとなるよう調製した．調製した菌液１mL
を牛挽肉400 gに接種し，無菌の袋に入れ良く混合し
た．同じく，この菌液１mLを99 mLのTSBYEに接種
し，これを原液としてL. moncytogenesの生菌数を求め
た．生菌数は５本法による最確数法で求め，各試験管
について混濁が見られたものには，L. moncytogenesの
確認試験を， 5．の手順に従って実施した．牛挽肉
表 1 ．L. monocytogenes の接種試験によるMDS法の食材適合試験結果．
検体
１次増菌（Demi-Fraser） ２次増菌（Fraser）
ISO-11290-1 MDS ISO-11290-1 MDS
ベーコン ＋ － ＋ ＋
スモークサーモン ＋ ＋ ＋ ＋
マグロ剥き身 ＋ ＋ ＋ ＋
スジコ ＋ － ＋ ＋
エビ ＋ ＋ ＋ ＋
明太子 ＋ ＋ ＋ ＋
コールスローサラダ ＋ － ＋ ＋
モヤシ ＋ － ＋ ＋
カイワレ ＋ － ＋ ＋
モッツァレラチーズ ＋ － ＋ ＋
カマンベールチーズ ＋ ＋ ＋ ＋
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は５gに小分けし，これを２試験区で各20個ずつ作成
した．各試験区について，前培養培地（TSBYE，お
よびDemi-Fraser）を各45 mLずつ加え，35℃で24時
間培養した．培養後の各培養液は，各１mLずつ微
量遠心管に移し，-20℃で直ちに保存した後にMDS
による核酸抽出および遺伝子検出に使用した．同時
に，培養液からL. moncytogenesの確認試験を実施し
た．TSBYEの試験区では，さらに24時間培養を継続
した．一方，Demi-Fraser培地の試験区では，0.1 mL
を10 mLのFraser培地に移し，培養を24時間継続した．
これらも培養が終了後，各々について，培養液からL. 
moncytogenesの確認試験を実施した．10 mLのFraser
培地については，さらに24時間培養を継続し，同様に
確認試験を実施した．
5 ．培養法と抗体キットによるL. monocytogenes の
検出と確認
培養液中からのL. monocytogenes検出は，ALOA平
板に一白金耳各線して35℃24～48時間培養すること
で行った．得られた典型コロニーは，釣菌して200 µL
のPBSに懸濁し内160 µLを，抗体検出キットSiglePath 
L’ mono (Merck)に供し，L. monocytogenesであること
を確認した．
最確数法においても，各試験管にて混濁が見られ
たものにはその160 µLをSiglePath L’ monoに供し，L. 
monocytogenesであることを確認した．
6 ．MDSによる核酸抽出法および遺伝子増幅反応に
よる検出
MDSによる核酸抽出ならびに遺伝子増幅反応検出
は 3M Molecular Detection Assay Listeria monocytogenes
（3M）と専用遺伝子増幅機3M Molecular Detection 
Instrument（3M）を用いて行った．
4．で凍結保存した，24時間および48時間培養した
培養液は，自然解凍した後，20 µLを付属の抽出キッ
トの3M Lysis tube（以下，Lysis tube）に加え，転倒混
和した．これをヒートブロックで100℃ 15分間加熱後，
直ちに事前に -20℃で冷却しておいたチルブロック
に移し，10分間冷却した．Lysis tubeを数回転倒混和
後，室温５分放置しLysis tube内の樹脂を自然沈降さ
せ，検体由来の残渣を共沈により除去した．この上澄
み20μLを固形化した遺伝子増幅試薬入りの反応管に
移し，ピペッティングにより混和させた後，専用遺伝
子増幅機3M Molecular Detection Instrumentにより等温
遺伝子増幅させた．また，測定毎に，付属の陽性 /陰
性コントロール試薬を用いて反応の確認を行った．75
分間の反応後，L. monocytogenesの判定を付属ソフト
ウェアにより検出結果を自動判別した．
図 2 ．MDSと培養法でのL. monocytogenes 検出比較実験のスキーム
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結　果
1 ．牛挽肉における検出感度試験
Fraser培地および牛挽肉加Fraser培養液を用いてL. 
monocytogenesを段階希釈し（101～107 CFU/mL），そ
の培養液20 µLからMDS法による核酸抽出を行い，遺
伝子増幅反応に供した場合での検出感度を求めたと
ころ，双方ともに105 CFU/mLと得られた（Data not 
shown）．
2 ．Ready-to-eat食品でのMDS法の検出評価試験
100 CFU/25 gの濃度となるようL. moncytogenesを接
種した供試食材からのMDS法による検出試験結果を
表１に示した．１次増菌培地であるDemi-Fraser培地
で24時間培養した検体からでは，スモークサーモン・
マグロ剥身・エビ・明太子・カマンベールチーズから
はMDS法で検出可能であったが，その他の検体から
は検出できなかった．さらにこの１次増菌液0.1 mLを
10 mLのFraser培地に移し，24時間培養した検体から
では，全ての食材においてMDS法による検出が可能
であった．
3 ．低濃度接種区における検出感度試験と前培養培地
間比較試験
低濃度接種区における牛挽肉からの検出感度試験
の結果を表２に示した．L. monocytogenesの接種菌数
は最確数法で0.66 MPN/ 5 gと求められた．Demi-Fraser
培地で一次増菌した場合，MDS法による陽性検出数
は20検体中５検体で，これらは培養法での結果と一致
した．１検体のみ培養法で陽性，MDS法で陰性との
結果を得た（検体No. 24）．さらにFraser培地に移し
て培養を24時間行った検体では，培養法で陽性と得ら
れた検体は全てMDS法でも陽性と得られた．１検体
（検体No. 33）のみ，培養法で陰性であったが，MDS
法で陽性と検出された．このFraser培養液については，
別途核酸を抽出し通常のPCR法に供したところ，L. 
monocytogenes陽性と得られることを確認した．
Demi-Fraser，Fraser培地以外の前培養培地の活用の
可能性を検討するため，TSBYEにおいても，同様の
試験を実施した．TSBYEにて24時間培養の時点で，
培養法ならびにMDS法による検出に供したが，培養
法では3検体が陽性，MDS法では検出できなかった．
さらに培養を48時間まで継続したところ，培養法では
８検体が陽性と得られたものの，MDS法にて陽性と
得られたものは３検体であった．
表 2 ．牛挽肉を用いたL. monocytogenes の培地間評価および検出試験結果．
SampleNo.
TSBYE
SampleNo.
Demi-Fraser Demi-Fraser → Fraser
24h 48h 24h 48h
ISO 11290-1 MDS ISO 11290-1 MDS ISO 11290-1 MDS ISO 11290-1 MDS
1 ＋ － ＋ － 21 － － － －
2 － － ＋ ＋ 22 － － － －
3 － － － － 23 ＋ ＋ ＋ ＋
4 － － － － 24 ＋ － ＋ ＋
5 － － ＋ ＋ 25 － － － －
6 － － － － 26 ＋ ＋ ＋ ＋
7 － － － － 27 － － － －
8 － － ＋ － 28 － － － －
9 － － － － 29 ＋ ＋ ＋ ＋
10 ＋ － ＋ － 30 － － － －
11 － － － － 31 － － － －
12 － － － － 32 － － － －
13 － － ＋ － 33 － － － ＋
14 － － － － 34 ＋ ＋ ＋ ＋
15 － － － － 35 ＋ ＋ ＋ ＋
16 － － － － 36 － － － －
17 － － － － 37 － － － －
18 － － － － 38 － － － －
19 － － ＋ ＋ 39 － － － －
20 ＋ － ＋ － 40 － － － －
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考　察
L. monocytogenesの検出には遺伝子学的手法による
キットが多数販売されてきた．しかしながら，多くの
場合，その検出は電気泳動後の検出をはじめ，蛍光色
素標識した特異的プローブの活用など，励起光を必要
とする検出法が主流である．本法は発光による検出法
であるゆえ，蛍光検出よりも検出感度は高いと一般的
に考えられ，かつ励起光源を必要とせずに検出可能と
いう利点がある．しかしながら，図１に示したよう
に，本法は遺伝子増幅と発光検出において，ATPスル
フリラーゼによる付加反応やATPとのルシフェラー
ゼ反応の過程を必要とするため，実際の食品に適応し
た場合に遺伝子検出阻害は起こりうるのか，検討す
る必要があった．また，本検出に必要な前培養時間
は十分であるのか，確認する必要があった．さらにL. 
monocytogenesの遺伝子検出には，効果的な核酸抽出
が必要であることを述べた9）が，本法では担体樹脂に
溶菌試薬を混合した試験管で100℃15分加熱するのみ
という極めて簡易な抽出操作であり，その抽出効率に
ついても評価が必要と考えられた．
核酸抽出効果について検討したところ，MDS法に
よる抽出の場合，20 µLの培養液を680 µLの溶菌試薬
が入った試験管に加えて反応させた後，その上澄み
20 µLを直接遺伝子増幅反応管に加えることから，理
論上，培養中に35 CFU/20 µL（1.8x103 CFU/mL）存在
すれば 1 copyの標的遺伝子が反応管に入り，増幅反
応が起こることとなる．しかし，今回の試験結果で
は，検出感度は105 CFU/mLと理論値よりも低く得ら
れたことから，MDS法による抽出キットでは抽出効
率が低いことを示唆した．本抽出法では遠心分離を必
要とせず，担体樹脂による食品残渣の共沈作用とボイ
ル法を同時に行える利点はあるものの，抽出効率はボ
イル法と同程度9）であった．
食 材 へ の 適 応 評 価 試 験 で は， 国 内 外 で L. 
monocytogenesの検出が報告されている主なもの1）を検
体として使用した．評価試験の結果，スモークサーモ
ン・マグロ剥身・エビ・明太子・カマンベールチーズ
では１次増菌培地Demi-Fraserで24時間培養後から検
出されたが，多くの検体ではさらにFraserによる２次
増菌までを必要とした．それゆえ，検体の種類にもよ
るであろうが，MDS法によるL. monocytogenes検出に
おいては２次増菌までを行うことが望ましいという結
果となった．この結果から，他の培地の活用による前
培養時間短縮の可能性を調べるため，非選択培地であ
るTSBYE培地にて前培養した場合での陽性検出率に
ついて比較検討した．
低接種区における培地間比較試験の結果，MDS法
の基本プロトコールであるDemi-Fraserで24時間培養
後にFraserでさらに24時間培養するスキームでは，一
次増菌時点での培養法との比較結果においてMDS法
では１検体において偽陰性を得たため，牛挽肉を検体
とした場合２次増菌までが必要と考えられた．逆に，
２次増菌後においては培養法では６検体に対しMDS
法では７検体が陽性となり，陽性検体が一致もしくは
それ以上の結果を得たため，上記の培養条件でMDS
法は十分に培養法の結果を包括できると考えられた．
一方，TSBYEでは24時間培養後において陽性検体数
は培養法においてもわずか３検体，MDS法では検出
できなかった．48時間まで培養を継続しても，培養
法では８検体が陽性と得られたのに対し，MDS法で
は３検体のみが陽性検体として一致した．それゆえ，
TSBYEでの前培養はMDS法での検出に適さないと考
えられた．
以上のことから，MDS法ではDemi-Fraserおよび
Fraser培地で各々24時間の培養後に付属キットでの遺
伝子抽出プロトコールと等温遺伝子増幅反応により，
L. monocytogenesを特異的に検出可能であった．また，
挽肉を用いた接種試験においてもその検出結果は培
養法の結果と一致した．使用する食材に対して，個別
の事前評価試験が必要となると考えられるものの，L. 
monocytogenesの迅速検査法として，十分使用に耐え
うるものと考えられた．
要　約
L. monocytogenesを様々なReady to eat食品に接種
した検体を用いて，培養法と3M Molecular detection 
systemによる検出結果を比較した．肉，魚，モヤシ，
乳製品など12種類について検出評価試験を実施した．
また，牛挽肉を用いたMDSの検出評価試験も実施し
た．牛挽肉の実験では接種菌数を0.66 MPN/gとし，添
加回収試験を実施した．各20検体（ 5 g）の牛挽肉を
前培養し，それぞれMDS法および ISO11202-1による
培養法により検出した．上記いずれも，MDS法によ
る検出結果は通常の培養法の結果と一致し，MDS法
は食品中のL. monocytogenes汚染の迅速スクリーニン
グ法として有用であると考えられた．
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